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(57) Abstract 

The invention concerns means (products 
and processes) applicable to the in vitro detec- 
tion of the presence of an infectious retrovirus 
in a biological specimens in particular of an 
AIDS virus (HIV). These means consist, in par- 
ticular, of cells which are susceptible to infec- 
tion by HIV and which include a recombinant 
gene containing a DNA corresponding essen- 
tially to the totality of the genome of a retrovi- 
rus having a gene which can be activated by a 
retroviral transactivator controlled by a promo 
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ter. Said DNA, however, does not contain the coding sequence for the retroviral transactivator but does contain a heterol- 
ogous marker controlled by a promoter, in this case LTR 5 , which is normally associated with the coding sequences for the 
gag, po/and env proteins. The activation of the marker indicates the presence of infectious retrovirus m the specimen. 

(57) Abrege 

^invention concerne des moyens (produits et procedes) applicabies a la detection in vitro de la presence d'un retro- 
virus infectieux dans un echantillon biologique, notamment d'un virus du SIDA (HIV). Ces moyens consistent notamrnent 
en des cellules sensibles a l'infection par le HIV et qui comporte un gene recombinant qui contient un ADN correspondant 
essentiellement a la totalite du genome d'un retrovirus comportant un gene activable par un transactivateur retroviral pla- 
ce sous le controle d'un promoteur, cet ADN etant cependant, d'une part, depourvu de la sequence codant pour le transac- 
tivateur retroviral et, d'autre part, pourvu d'un marqueur heterology place sous le controle du promoteur, en l'occurrence 
le LTR 5 ', normalement associe aux sequences codant pour les proteines gag, pol et env. La presence de retrovirus infectieux 
dans l'echantillon se manifeste par l'activation du marqueur. 
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Gene recombinant def ectif et activable par un 
transactivateur . 



L 1 invention concerne des moyens (produits et 
procedes) applicables a la detection in vitro de la E 45 
presence d'un retrovirus infectieux dans un echantillon 
biologique f notamment dans un prelevement provenant d'un 
patient ou porteur presume du retrovirus. Une application 
preferee de 1 ' invention s'adresse a la detection d'un 
virus du SIDA (HIV) ou de sequences nucleiques de ce 
retrovirus dans de tels echantillons biologiques. 

Dans une autre variante d * application , 1 1 invention 
a pour but de permettre 1 1 etude de 1 J influence d 1 agents 
exterieurs, notamment de principes actifs de medicaments 
susceptibles d'inhiber, a tout le moins moduler, le ca- 
ractere infectieux in vivo du retrovirus etudie. 

La mise au point d'un systeme de detection directe 
et ultrasensible plus particulierement des virus HIV de- 
vient urgente. Les tests de sero-positivite mettant en 
oeuvre la detection d^nticorps contre le retrovirus HIV 
chez les porteurs eventuels peuvent s ' averer insuf f isants , 
compte tenu de 1 ' observation qui a ete faite que les anti- 
corps recherches n 1 apparaissent souvent chez le sujet in- 
fecte par le virus HIV qu'apres une duree d ' incubation de 
12 a 18 mois. D'autres tests actuellement utilises, tels 
que la detection et le dosage de l'activite reverse 
transcriptase du virus eventuellement present dans les 
prelevements etudies ne presentent pas toujours le degre 
de sensibilite voulue pour conclure utilement a 1' infec- 
tion ou non du sujet dont provenait le prelevement. 

L 1 invention a pour but de remedier au moins en 
grande partie aux inconvenients des tests existant r n- 
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tamment de fournir des moyens et des procedes extremement 
sensibles de detection d'une infection retrovirale et ce 
meme a un stade tres precoce de 1" infection . 

En particulier , un premier but de 1 1 invention est 
de permettre la detection, in vitro , de 1 ' existence ou non 
d'une infection retrovirale chez un hote (humain ou ani- 
mal) sensible a ladite infection retrovirale, et ce meme a 
un stade tres precoce de devolution de cette infection. 

Un autre but de 1* invention est l 1 etude de I 1 in- 
fluence d 1 agents exterieurs sur la capacite d 1 infection 
des lignees cellulaires par ce retrovirus provenant de cet 
hote (ou apparentees a celles-ci), par exemple de princi- 
pes actifs de medicaments visant k inhiber le caractere 
infectieux in vivo de ce retrovirus. Mais ces agents exte- 
rieurs peuvent aussi consister en d'autres facteurs, sus- 
ceptibles au contraire d'accelerer 1' infection retrovi- 
rale. 

D'autres buts encore de 1 ' invention sont de per- 
mettre la detection de la capacite d'un retrovirus deter- 
mine a infecter une lignee cellulaire donnee, ou 1' iden- 
tification de ceux des clones cellulaires qui, au sein 
d'une culture cellulaire, sont infectables par ce retro- 
virus ou encore 1 1 etude in vitro de la capacite poten- 
tielle d' agents divers, parmi lesquels des principes 
actifs de medicaments potentiels d'affecter 1* infection 
retrovirale de cellules sensibles exposees au retrovirus 
etudie . 

L* invention met a profit la capacite que possedent 
des retrovirus recombinants (ou des genes recombinants 
issus de ces retrovirus) contenant un gene exogene dont 
1' expression est recherchee, a s ' incorporer dans le genome 
de cellules individuelles infectables par le retrovirus 
sauvage correspondant et a permettre 1' expression du gene 
exogene, le cas echeant dans des conditions d' activation 
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appropriees, dans les cellules individuelles infectees 
auxquelles le recombinant retroviral a ete incorpore, ce 
gene exogene etant transmissible d'une generation cellu- 
laire a 1' autre. 

L* invention met en outre a profit le fait que 
l'activite genique de plusieurs retrovirus, notamment de 
retrovirus humains et de mammiferes super ieurs ( HTLV , 
BLV) , depend en general d'une trans-activation (ou trans- 
stabilisation) par une proteine virale codee par un gene 
endogene faisant partie du gene retroviral. Par exemple 
dans le cas des retrovirus HIV, I'activite genique du 
virus depend d'une trans-activation (ou trans- 
stabilisation) par le gene HIV-tat (egalement connu sous 
la denomination "gene Q" ) , I'une au moins des cibles de la 
proteine codee par le gene tat etant constitute par une 
sequence contenue dans la region R, elle-meme normalement 
dans la region LTR du genome retroviral. La trans- 
activation (ou trans-stabilisation) du retrovirus sous le 
controle du gene tat est une condition essentielle a une 
replication efficace du retrovirus, en particulier au 
niveau de la transcription des genes codant pour les 
proteines gag , env et pol . L' absence de trans-activation 
n'est pas un obstacle total a la capacite de replication 
virale, Neanmoins il peut etre estime que l'efficacite de 
replication sous l'effet de cette trans-activation est de 
500 a 1 000 fois superieure a celle d'un retrovirus de- 
fectif au niveau de la region tat . 

Le procede de detection de 1 1 invention d ' une in- 
fection retrovirale repose sur I'idee d' assurer dans des 
cellules contenant deja une sequence genique ou un pro- 
virus defectif au niveau de la region tat (ou de la region 
analogue s'agissant d'un autre retrovirus), la susdite 
trans-activation ou trans-stabilisation par un apport ex- 
terieur (en "trans") d'un trans-activateur code par la re- 
gion tat du genome retroviral du retrovirus eventuellement 
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present dans 1 ' echantillon ou prelevement biologique a 
etudier. Pour parvenir a cette fin, 1 ' invention fournit 
egalement des moyens permettant la mise en oeuvre de ce 
procede et la revelation de la trans-activation ainsi in- 
duite dans les cellules susdites f des lors qu'elles ont 
ete mises au contact de 1 ' echantillon a etudier et in- 
fectees par le retrovirus eventuellement present dans cet 
echantillon. 

L' invention concerne plus particulierement un gene 
recombinant incorporable a des lignees cellulaires infec- 
tables par le retrovirus dont la presence est recherchee, 
ce gene recombinant etant lui-meme activable par un trans- 
activateur retroviral du virus recherche, et plus particu- 
lierement caracterisee : 

- en ce qu'il coiaporte une sequence recambinante 
resultant de la fusion d'une sequence activable par ce 
trans -activateur, cette sequence etant derivee du genome 
du retrovirus homologue et fusionnee a un marqueur hete- 
rologue, ladite sequence recombinante etant elle-meme 
placee sous le controle d'un promoteur present dans le 
gene recombinant et permettant 1' expression du marqueur 
dans un hote cellulaire sensible, infectable par le re- 
trovirus sauvage correspondant ; 

en ce que ce gene recombinant est depourvu de 
I'essentiel de la sequence codant pour le susdit trans- 
activateur retroviral. 

L' invention concerne done aussi les cellules aux- 
quelles le susdit gene recombinant activable a ete incor- 
pore r que ce soit par transfection ou infection de ces 
cellules avec un vecteur contenant le susdit gene recom- 
binant activable dans des conditions permettant 1' expres- 
sion d'un marqueur heterologue au sein de cette cellule ou 
de ces cellules . 

Avantageusement dans une forme de realisation 
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preferee de ces cellules, le gene recombinant est incor- 
pore a leur propre patrimoine genetique. 

Dans une forme preferee du gene recombinant selcn 
1' invention, le gene recombinant contient un ADN cor res - 
pondant essentiellement a la totalite du genome d'un re- 
trovirus comportant un gene activable par un trans- 
activateur retroviral place sous le controle d'un promo- 
teur, cet ADN etant cependant, d'une part, depourvu de la 
sequence codant pour le trans-activateur retroviral et f 

d' autre part, pourvu d'un marqueur heterologue place sous 

5 * 

le controle du promoteur, en 1' occurence le LTR , norma- 
lement associe aux sequences codant pour les proteines 
gag , pol et env . 

Les sequences codant pour les proteines gag , env, 
pol peuvent etre deletees au moins en partie. En d'autres 
termes, et plus particulierement dans le cas ou le retro- 
virus concerne est un virus HIV, le gene recombinant cor- 
respondant contient la region R d'un retrovirus HIV et est 
depourvu de la region tat d'un retrovirus HIV. 

L 1 invention concerne plus particulierement un 
retrovirus recombinant defectif derive d'un retrovirus 
sauvage ou natif, contenant les elements agissant en " cis" 
pour activer la transcription des sequences codant pour 
les proteines virales sous l'effet d'un transactivateur 
codant une autre region du genome retroviral, ainsi que 
les parties agissant en "cis" du virus sauvage et assurant 
normalement 1 1 empaquetage du retrovirus, sa reverse- 
transcription en une molecule ADN et son integration dans 
le genome de la cellule hote, ainsi que le site de 
polyadenylation de cet ARN, ce retrovirus recombinant 
etant plus particulierement caracterise en ce qu'il com- 
porte : 

une deletion d'au moins une partie sinon de la 
totalite de la susdite region codant pour le susdit 
transactivateur du virus sauvage ou natif, la partie 
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deletee etant suffisamment importante pour que soit in* 
terdite la production endogene, dans la cellule-hote, d'un 
polypeptide ayant la propriete d'activer les susdits ele- 
ments activateurs et 

une sequence codant pour un marqueur de 
cellules-hotes infectees par le retrovirus recombinant 
defectif ainsi constitue, soit a l'etat incorpore a la 
region retrovirale comportant normalement les genes crag , 
pol et env, soit en remplacement de tout ou partie de 
cette region. 

La mise en contact d'une cellule hote ainsi in- 
fectee avec une preparation de virus sauvage ou natif 
induit alors 1' expression des elements activateurs, grace 
a l'apport exterieur du trans-activateur . Lorsque le 
marqueur code pour une enzyme agissant sur un substrat 
colorable, les cellules marquees peuvent etre identifiees 
grace a leur coloration selective. 

Le promoteur sous le controle duquel est placee la 
sequence activable par le trans-activateur est un promo- 
teur susceptible d'etre reconnu par les polymerases de 
l'hote cellulaire infectable. La sequence genique peut 
etre limitee pour 1 1 essentiel a la sequence codant pour le 

marqueur, placee sous le controle direct de la region U3 
5 • 

du LTR du retrovirus. En variante encore, I'une ou 
l 1 autre des regions LTR, ou les deux a la f ois r sont de- 
pourvues de promoteur ( s ) , la sequence genique codant pour 
le marqueur etant alors sous le controle d'un promoteur 
distinct . remplasant la region U3 de faqron a ce que la 
transcription se fasse toujours a partir de la region R 
transactivatrice . 

Par exemple un retrovirus recombinant defectif 
conforme a 1* invention, derive de HIV, comprend successi- 
vement : 

5 1 

la region R du LTR du retrovirus sauvage correspon- 
dant, precedee de la region U3 du LTR 5 ' ou d ! un promoteur 
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distinct substitue au precedent, cette region R etant, le 
cas echeant, suivie de la region d ' empaquetage ; 

- le site d 1 initiation de l'ARN correspondant aux pro- 
teines virales normalement codees par les genes gag , PQ,1 
et env ; 

la sequence codant pour le marqueur incorporee a la 
region retrovirale comportant les genes gag , pol et env, 
ou substitute a tout ou partie de cette region retro- 
virale, 

- une deletion ou une mutation dans la region tat , et 

•51 ^ 
la region LTR , qui coincide avec le site de polyade- 

nylation de l'ARN. 

Les sequences geniques recombinantes ou retro- 
vecteurs defectifs recombinants selon 1 1 invention peuvent 
etre fabriques par des techniques classiques en matiere de 
genie genetique, notamment par recombinaison in vitro des 
elements constitutifs caracteristiques entrant dans la se- 
quence genique recombinante ou le retrovirus defectif re- 
combinant tels qu'ils ont ete definis ci-dessus . A cet 
egard, I 1 invention concerne egalement les vecteurs re- 
combinants contenant 1 1 ADN du virus recombinant defectif 
sus-defini, incorpore a tout vecteur permettant 1' amplifi- 
cation de I 1 ensemble dans un hote cellulaire competent, 
par exemple un plasmide bacterien . 

L 1 invention concerne egalement les cellules ou 
lignees cellulaires infectables par le retrovirus sauvage 
ou natif correspondant au retrovirus dont certaines par- 
ties interviennent dans la sequence des susdits retrovirus 
defectifs et sequences geniques, ces cellules etant elles- 
memes modifiees par incorporation dans leur propre patri- 
moine genetique desdites sequences geniques ou de provirus 
defectifs recombinants correspondant auxdits retrovirus 
defectifs . 

Ces cellules indicatrices peuvent etre produites 
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par tout procede classique, notamment par infection de 
cellules sensibles a 1* infection par un retrovirus defec- 
tif recombinant produit in vitro ou par transformation de 
ces memes cellules par un vecteur contenant la sequence 
genique recombinante ou la totalite du genome du retro- 
virus defectif recombinant, 

Les observations suivantes peuvent etre faites 
quant aux divers elements constitutifs de la sequence ge- 
nique recombinante ou du retrovirus defectif recombinant 
selon l 1 invention. 

Le marqueur lui-meme est avantageusement constitue 
par une enzyme produite dans les cellules transformees par 
le gene ou virus recombinant defectif, pour lui conferer 
une coloration particuliere ou la capacite d'agir sur un 
substrat penetrant dans les cellules transformees ou 
infectees, notamment de subir une modification de colora- 
tion ou plus generalement de son spectre d' absorption des 
radiations lumineuses f sous 1 1 action de cette enzyme . A 
titre d l exemples d 1 enzymes codees par la sequence codante, 
contenue dans la sequence genique mise en oeuvre dans 
1' invention, on mentionnera la p-galactosidase, la 
p-glucuronidase ou la lucif erase. II va de soi que 1 ' on 
peut avoir recours a toute autre sequence codante, des 
lors qu'elle code pour une proteine susceptible de jouer 
le role de marqueur permettant de reperer aisement les 
cellules transformees. 

I*' utilisation de tels types de marqueurs dans le 
cadre de 1 ' invention est particulierement avantageux, en 
tant qu'elle permet une observation individualisee des 
cellules auxquelles les virus ou provirus defectifs 
recombinants sus-definis ont ete incorpores, notamment a 
1' occasion de la revelation de 1* expression du marqueur, 
par exemple dans les conditions decrites plus loin. 

II est avantageux, pour obtenir un marquage sen- 
sible, d'utiliser le marqueur qui sera localise dans un 
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compartirnent cellulaire aisement identifiable des cellules 
etudiees, 1' ensemble formant la sequence genique sus- 
definie, elle-meme placee sous le controle de la region 
LTR 5< du retrovirus concerne. Une sequence genique avan- 
tageuse comprend la sequence "nls-Lac Z" decrite par 
Kalderon, D. et al (1984), Cell 39, 499-509, et contenant 
une region signal de localisation de 1 ' antigene T (nls) du 
virus de singe SV40 fusionnee au gene Lac Z, cette sequen- 
ce nls-LacZ 6tant, par exemple, placee sous le controle du 
LTR 5 ' du HIV . La proteine de fusion correspondante 
nls-p-Gal est enzymatiquement active et reste associee 
avec le noyau des cellules auxquelles une telle sequence 
genique est incorporee, plus particulierement avec les 
membranes des noyaux cellulaires desdites cellules, plutot 
que de s'accumuler dans le nucleoplasme . On obtient ainsi 
une sensibilite maximale. Quand la lignee indicatrice est 
infectee par le virus sauvage, 1' expression du gene LacZ 
peut etre f acilement detectee histochimiquement au niveau 
de la cellule. A chaque cellule de la lignee indicatrice 
LacZ infectee correspond alors une cellule pgal* decelable 
par marquage histochimique in situ . 

Avantageusement , le promoteur sous le controle 
duquel est placee la sequence codant pour le marqueur est 
un promoteur faible ou affaibli. En particulier, un pro- 
moteur affaibli derive de la sequence du LTR 5 de virus 
HIV est constitue par ce LTR lui-meme, partiellement de- 
lete. En particulier, ce promoteur peut etre delete d 1 une 
partie de la region U3, sans pour autant supprimer la to- 
tality de l'activite promotrice de la region U3 . 

En effet, comme cela a ete indique plus haut, la 
deletion de la region tat ne forme pas un obstacle total a 
la replication du virus, cas dans lequel la proteine mar- 
queur peut quelquefois etre legerement exprimee dans une 
lignee de cellules infectees par le retrovirus def ectif . 
L 1 af f aiblissement du promoteur a pour but de rendre encore 
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plus faible 1' expression du marqueur en 1' absence de con- 
tact entre ces lignees cellulaires et un milieu exterieur 
contenant le retrovirus sauvage. II ne s'agit la que d'un 
perf ectionnement non necessaire, car meme avec un promo- 
teur non delete le degre d' expression du marqueur est a ce 
point plus eleve lorsque ces cellules sont mises au con- 
tact d'un apport en retrovirus sauvage exterieur, que dans 
le cas ou elle s'en trouve protegee que la confusion entre 
les degres de marquage observables dans les deux cas est 
pratiquement impossible. 

Le precede selon 1 1 invention pour la detection 
d'une infection retrovirale dans un echantillon contenant 
des cellules eventuellement infectees (tel qu'un preleve- 
ment de serum humain contenant des lymphocytes T4, s'agis- 
sant d'apprecier s'il est infecte par un virus HIV) ou le 
milieu, tel qu'un surnageant de culture, avec lequel ces 
cellules avaient auparavant ete en contact, est caracte- 
rise par les etapes que constituent : 

la mise en contact de cet echantillon avec les cellules 
contenant la sequence genique selon 1 ' invention,- notamment 
un provirus defectif susceptible d'etre lui-meme transac- 
tive par 1' apport exterieur en retrovirus eventuellement 
contenu dans 1 1 echantillon, et ce dans des conditions 
(notamment de temperature et de duree d* incubation appro- 
priees) permettant I s infection desdites cellules par le 
retrovirus eventuellement present dans 1' echantillon, et 
- la detection de 1' infection eventuelle desdites cellules 
par revelation de 1' expression du marqueur resultant de la 
transactivation de la sequence genique ou du provirus de- 
fectif present dans ces dernieres cellules, a 1 ' aide d'un 
revelateur approprie. 

Un tel precede permet la detection tres sensible, 
dans des delais tres rapides, de la presence d'une infec- 
tion retrovirale dans 1 ' echantillon cellulaire initial qui 
etait a tester, et meme le dosage du degre de 1 ' infection 
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retrovirale dans 1 ' echantillon teste r au moment ou le test 
a ete realise. 

On appreciera que ce test permet aussi d'etudier 
1' evolution de 1' infection chez un patient atteint de la 
maladie induite par le retrovirus sauvage, s'il est repete 
dans le temps, sur des prelevements de serums, de tout 
autre fluide ou tissu biologique infecte provenant de ce 
patient. 

Ce procede peut aussi etre mis en oeuvre pour 
1' etude de l^fficacite eventuelle d'un principe actif de 
medicament vis-a-vis de 1 1 interaction entre le retrovirus 
considere et des cellules sensibles, notamment lorsque la 
susdite mise en contact sus-indiquee est operee en pre- 
sence de ce principe actif. On apprecie que le test ainsi 
modifie permet a la fois de selectionner le principe actif 
de medicament qui pourrait se reveler le plus actif, de 
determiner les doses qui pourraient etre efficaces pour 
traiter le patient ayant fourni le prelevement, ces doses 
efficaces decoulant notamment de celles qui, dans la mise 
en oeuvre du test sus-indique, n'autorisent pas 1' infec- 
tion des cellules contenant le retrovirus ou provirus 
recombinant defectif au contact de prelevements provenant 
du malade a traiter ou le surnageant du milieu dans lequel 
cet echantillon cellulaire avait ete maintenu. 

Plus generalement , 1* invention permet 1 ' etude in 
vitro de 1' influence de facteurs susceptibles d'interferer 
avec l 1 infection virale, le procede sus-defini comprenant 
alors la mise en contact des cellules contenant la sequen- 
ce genique ou le provirus recombinant selon 1' invention, 
en presence de ce facteur, avec des quantites determinees 
de retrovirus exterieur et la detection des doses de fac- 
teurs, notamment de principe actif de medicament r qui pre- 
viennent 1' infection retrovirale, detectable par 1' activa- 
tion du marqueur, desdites cellules. 
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L 1 invention concerne done egalement des neces- 
saires ou kits permettant la mise en oeuvre du procede qui 
vient d'etre decrit, ces kits comportant : 

- des cellules sensibles modif iees contenant le retrovirus 
ou provirus recombinant defectif sus-defini, 

des moyens de revelation de 1* expression du marqueur, 
notamment lorsque le marqueur est une enzyme, un substrat 
specif ique de l 1 enzyme, 

eventuellement les tampons et reactifs necessaires a la 
realisation de la mise en contact, avec 1 1 echantillon 
biologique, des cellules contenant la sequence genique ou 
le retrovirus recombinant defectif a etudier et 1 1 incuba- 
tion du melange de reaction dans des conditions permettant 
1' infection eventuelle de ces cellules au contact de I'e- 
chantillon etudie, 

- le cas echeant des milieux de conservation ou de culture 
desdites cellules saines et modif iees . 

Avantageusement les cellules indicatrices utili- 
sees dans ces kits sont constitutes par des lignees cel- 
lulaires "immortalisees" infectables par le retrovirus 
recombinant correspondant . Par exemple, dans le cas d'un 
kit destine a la detection d'un virus HIV, lesdites cel- 
lules sensibles modifiees et les cellules saines appar- 
tiendraient toutes deux a des lignees cellulaires du type 
CEM, HUT, etc. 

Dans les exemples indiques plus loin, les possibi- 
lites de 1 1 invention sont illustrees en rapport avec la 
production d'un virus recombinant defectif derive d'un 
virus HIV-1 . 

II est done tout a fait clair que 1 1 invention 
s'adresse a la detection de tout type de retrovirus even- 
tuellement infectieux vis-a-vis de cultures cellulaires 
determinees et presentant les caracteristiques essen- 
tielles de structure dont il a ete question plus haut. En 
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particulier, elle s 1 applique a la fabrication de retro- 
virus recombinants defectifs permettant, dans les condi- 
tions qui ont ete indiquees, la detection du pouvoir 
infectieux (ou la modulation du pouvoir infectieux) des 
retrovirus connus sous les denominations HTLV I f HTLV II r 
HIV I (ou encore LAV ou HTLV III), HIV II (ou LAV II), 
HTLV IV. II en est encore de meme pour de nombreux retro- 
virus infectieux a l'egard de 1' animal. A titre d'exemple, 
on mentionnera les retrovirus leucemiques des bovins 
(Bovine Leukemia Viruses) et des felins (FeLV) . 

Des caracteristiques supplementaires de 1 1 inven- 
tion apparaitront encore au cours de la description 
d'exemples de realisation, appliquee a la production de 
retrovirus recombinants defectifs conformes a 1' invention, 
derive de HIV-1 . 

D'autres buts de 1 ' invention et les moyens qui 
permettent de les atteindre resulteront encore de la des- 
cription de certains des modes de realisation presentes, 
soit a titre prefere, soit a titre d 1 illustration des 
possibilites offertes par 1* invention pour 1' etude de tous 
les aspects des diverses interactions possibles entre des 
retrovirus sauvages determines et des cellules indicatri- 
ces infectables par ces retrovirus et de la modulation de 
ces interactions. 

II sera dans ce qui suit fait reference aux fi- 
gures dans lesquelles : 

les figures 1a et 1b font apparaitre de fagon 
schematique les caracteristiques de sequences geniques 
recombinantes conformes a 1 1 invention ; 

les figures 2a, 2b et 2c sont des representa- 
tions schematiques d'exemples de retrovirus defectifs 
recombinants conformes a l 1 invention. 

Les figures 1a et 1b sont illustratives de deux 
genes recombinants conformes a 1' invention, tous deux 
depourvus de la region tat . Le gene recombinant de la 
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figure 1b se distingue de celui de la figure 1a par une 
deletion partielle du LTR . Ces genes, incorpores dans le 
genome de cellules sensibles a l 1 infection par HIV, sont 
fonctionnels lorsque les cellules en cause sont placees au 
contact de source de virus HIV sauvage. 

EXEMFLES : test de detection d'un retrovirus sauvage de 
type HIV par trans-activation d'une copie defective inte- 
gree dans une cellule infectable 

L'ADN recombinant dont 1' expression doit etre am- 
plifiee par la presence du produit du gene tat externe 
possede les elements suivants : 

1 * un promoteur (pro dans la figure 2a) permettant 
la transcription d'une sequence susceptible d'etre ex- 
primee, placee sous son controle ; 

2* la region R de HIV-1 jusqu'au site Hind III 
(nucleotide n° 83 selon WRIGHT et al . , Science 234 , p. 988 
ou nucleotide n' 77 dans CSH, RNA tumor virus, tome 2, 
p. 1 104, 1985) comme demontre dans 1* article de WRIGHT et 
al., Science 234 , p.* 988. Ce fragment contient en effet 
les elements qui conferent en cis la trans-activation par 
les produits du gene tat ; 

3° un gene marqueur tel que par exemple le 
fragment de 3,3 kb du gene nls LacZ tel que decrit dans 
1' article de KALDERON et SMITH ; 

4° un signal de polyadenylation de l'ARN. 

Cette structure est schematisee en figure 2a. 

Un autre exemple particulier est donne en figure 
2b dans laquelle la sequence recombinante comprend le LTR 
complet d f un retrovirus HIV-1 comportant done le promoteur 
(U3) f la region cis (R) necessaire a la trans-activation, 
fusionnee par recombinaison genetigue avec un fragment nls 
LacZ extrait a 1 1 aide d ' enzymes de restriction du vecteur 
L7RHpgal decrit dans 1' article de KALDERON et SMITH avant 
d'.etre place par ligation in vitro sous la dependance de 
la region R du LTR et relie, egalement par ligation, au 
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signal de polyadenylation du virus HBV. 

Un autre exemple particulier est donne dans la fi- 
gure 2c oii 1'ADN du provirus infectieux decrit dans 1' ar- 
ticle de M. MARTIN et al . (Journal of Virol . , vol. 59, 
p. 284-291) a ete fragmente par les enzymes de restriction 
Sph1 (nucleotide n* 989 de la sequence publiee dans RNA 
tumor viruses, Cold Spring Harbor 19 85) et BamHI (nucleo- 
tide 8 032, raeme reference) comme indique a la figure 2c 
et ou le gene nls LacZ (fragment Sail BamHI du plasmide 
pMMuLVnls LacZ) a ete mis a la place de gag , pol, et env. 

Ces fragments sont coupes, isoles et ligne.s comme 
indique dans MANIATIS. 

Les plasmides deer its dans les figures 1a, 1b ou 
2a, 2b, 2c peuvent etre introduits, de preference par co- 
transf ection, en utilisant les methodes habituelles de- 
crites par exemple dans GRAHAM et VANDER Eb 19873, 
Virology 52, 456 et NICOLAS et BERG, CHS , Cell prolife- 
ration, JO, 469, dans des cellules infectables par le 
retrovirus HIV sauvage, telles que les lignees de cellules 
Leu 30KT4 auxquelles se refere 1' article de MALCOLM MARTIN 
ou CEM (CNCM 1-416 et CNCM 1-417) ou SupTI . 

Quel que soit le gene recombinant introduit, il ne 
conduira qu'a une expression minimale du gene LacZ dans 
les cellules dans lesquelles il a ete introduit. Une telle 
cellule (formant la cellule indicatrice) comporte une ou 
plusieurs copies de la construction LacZ. Ces cellules 
indicatrices peuvent alors etre mises en oeuvre dans un 
test de detection dans un echantillon biologique d'un 
virus sauvage. L 1 infection d'une cellule indicatrice 
entrainera 1' activation (en trans) du gene LacZ et, par 
consequent, son expression. 

Cette activation peut etre mise en evidence par 
l'essai histochimique base par exemple sur 1 ' utilisation 
de X-gal selon la technique decrite par SANES et al . Embo 
J. 1986) qui permet une detection in situ de I'activite 
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p-galactosidase . A chaque evenement d* infection par un 
virus sauvage correspondra une cellule (Jgal + detectable au 
plus 48 heures plus tard. 

Les virus presents dans les humeurs ou cellules de 
malade ou meme dans les embryons humains peuvent ainsi 
etre detectes de fa^on tres rapide, et ce a un stade tres 
precoce de 1' infection retrovirale. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1 . Gene recombinant incorporable a des lignees 
cellulaires infectables par le retrovirus dont la presence 
est recherchee, ce gene recombinant etant lui-meme 
activable par un trans -act i vat eur retroviral du retrovirus 
recherche , caracterise : 

en ce qu'il comporte une sequence recombinante 
resultant de la fusion d'une sequence activable par ce 
trans-activateur , cette sequence etant derivee du genome 
du retrovirus homologue et fusionnee a un marqueur hete- 
rologue, ladite sequence recombinante etant elle-meme 
placee sous le controle d'un promoteur present dans le 
gene recombinant et permettant 1' expression du marqueur 
dans un hote cellulaire sensible, infectable par le re- 
trovirus sauvage correspondant ; 

en ce que ce gene recombinant est depourvu de 
I'essentiel de la sequence codant pour le susdit trans- 
activateur retroviral. 

- en ce que le marqueur lui-meme est constitue par 
une enzyme qui, lorsqu'elle est produite dans les cellules 
transformees par le gene ou virus recombinant defectif , 
lui confere une coloration particuliere ou la capacite 
d'agir sur un substrat penetrant dans les cellules 
transformees ou infectees et subissant une modification de 
coloration ou plus generalement de son spectre 
d 1 absorption des radiations lumineuses, sous 1* action de 
cette enzyme . 

2. Gene recombinant selon la revendication 1 r 
caracterise en ce qu'il contient un ADN correspondant 
essentiellement a la totalite du genome d'un retrovirus 
comportant un gene activable par un trans-activateur 
retroviral place sous le controle d'un promoteur, cet ADN 
etant cependant, d'une part, depourvu de la sequence 
codant pour le trans-activateur retroviral et, d' autre 
part, pourvu d'un marqueur heterologue place sous le 
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5 • 

controle du promoteur, en 1 ' occurence le LTR , normale- 
ment associe aux sequences codant pour les proteines gag , 
pol et env . 

3 . Gene recombinant selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce qu'il est derive d'un 
HIV. 

4 . Gene recombinant selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il est consti- 
tue par un retrovirus recombinant defectif comportant : 

- une deletion d'au moins une partie sinon de la 
totalite de la susdite region codant pour le susdit 
transactivateur du virus sauvage ou natif f la partie 
deletee etant suffisamment importante pour que soit in- 
terdite la production endogene, dans la cellule-hote, d'un 
polypeptide ayant la propriete d'activer les susdits ele- 
ments activateurs et 

une sequence codant pour un marqueur de 
cellules-hotes infectees par le retrovirus recombinant 
defectif ainsi constitue, soit a I'etat incorpore a la 
region retrovirale comportant normalement les genes gag , 
Eol et env , soit en remplacement de tout ou partie de 
cette region. 

5. Retrovirus recombinant defectif selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
qu 1 il compr end : 

5 1 

- la region R du LTR du retrovirus sauvage correspon- 
dant, precedee de la region U3 du LTR ou d'un promoteur 
distinct substitue au precedent, cette region R etant, le 
cas echeant f suivie de la region d 1 empaquetage • 

le site d 1 initiation de 1 1 ARN correspondant aux pro- 
teines virales normalement codees par les genes gag , pol 
et env ; 

la sequence codant pour le marqueur incorporee a la 
region retrovirale comportant les genes gag, pol et env , 
ou substitute a tout ou partie de cette region retro- 
virale, 
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- une deletion ou une mutation dans la region tat, et 

- la region LTR , qui coincide avec le site de polyade- 
nylation de l'ARN. 

6. Gene recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5 f caracterise en ce que le marqueur 
est la p-galactosidase\ 

7. Cellules ou lignees cellulaires infectables par 
le retrovirus sauvage ou natif correspondant au retrovirus 
dont certaines parties interviennent dans la sequence des 
susdits retrovirus defectifs et sequences geniques selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 6, ces cellules 
etant elles-memes modifiees par incorporation dans leur 
propre patrimoine genetique desdites sequences geniques ou 
de provirus defectifs recombinants correspondant auxdits 
retrovirus defectifs. 

8. Procede pour la detection d'une infection 
retrovirale dans un echantillon contenant des cellules 
eventuellement infectees (tel qu'un prelevement de serum 
humain contenant des lymphocytes T4, s'agissant 
d'apprecier s 1 il est infecte par un virus HIV) ou le mi- 
lieu, tel qu'un surnageant de culture, avec lequel ces 
cellules avaient auparavant ete en contact, caracterise 
par les etapes que constituent : 

la mise en contact de cet echantillon avec les cellules 
contenant la sequence recombinante selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 6» notamment un provirus defectif 
susceptible d'etre lui-meme transactive par l^pport 
exterieur en retrovirus eventuellement contenu dans 
1 ' echantillon, et ce dans des conditions (notamment de 
temperature et de duree d' incubation appropriees) 
permettant 1' infection desdites cellules par le retrovirus 
eventuellement present dans 1 ' echantillon, et 

- la detection de 1 * infection eventuelle desdites cellules 
par revelation de 1' expression du marqueur resultant de la 
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transactivation de la sequence genique ou du provirus de- 
fectif present dans ces dernieres cellules. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise 
en ce que le marqueur est constitue par un gene LacZ et 
que 1' expression du gene LacZ est detectee par un substrat 
specif ique de la p-galactosidase. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise 
en ce que la susdite mise en contact est faite en presence 
d'un principe dont on veut etudier la capacite a interfe- 
rer avec le pouvoir infectieux du retrovirus considere. 

11. Necessaire ou kit permettant la mise en oeuvre 
du procede selon la revendication 10, ce kit comportant : 

- des cellules sensibles modifiees contenant le retrovirus 
ou provirus recombinant defectif sus-defini, 

- des moyens de revelation de 1' expression du marqueur, 
notamment un substrat specif ique de 1' enzyme, 

- eventuellement les tampons et reactifs necessaires a la 
realisation de la mise en contact, avec 1 1 echantillon 
biologique, des cellules contenant la sequence genique ou 
le retrovirus recombinant defectif a etudier etl 1 incuba- 
tion du melange de reaction dans des conditions permettant 
l 1 infection eventuelle de ces cellules au contact de I'e- 
chantillon etudie, 

- le cas echeant des milieux de conservation ou de culture 
desdites cellules saines et modifiees. 



WO 89/03878 



1/1 



PCT/FR88/00514 



1 03 1 R E 

LT R HIH 



E.Coli LqcZ 



ou nlsLacZ 



LTRMoMLV 
d§lt!Upourl)3 



FIG.Ia 



qrn> 

LTR HIV-1 



E.Coli LqcZ 



ou nls LacZ 



Hind III 



pro 



nls Lac Z 



ou LacZ 



—CUD 

LTRMoMLV 
i&M pour U3 



FIG.lb 



(A)n- 



— \ U3 IRI h cz 



JR HIV-1- 



nls LacZ 



ou LqcZ 



Sail 
-x — 



FIG.2a 



-(A)n 



nls Lac Z- 



BamHI 
-^6 — poly A- 
HBV 



FIG.2b 



/wNj — n— ^ — h- nls Lac Z — I — dh^ 
SpHI BamHI 
HlVnls LacZ. FIG.2C 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

International Application No PCT/FR 88/00514 



I. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER (if several classification symbols apply, indicate alt) ' 


According to International Patent Classification (IPC) or to both National Classification and IPC 

Int. CI? C12N 15/00 ?C12N 7/00;C12N 5/00 


11. FIELDS SEARCHED 


Minimum Documentation Searched 7 


Classification System | Classification Symbols 


Int. 


CI? C12N?C12Q 

i 






Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documents are Included In the Fields Searched 0 




III. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT* . 


Category ' j 


Citation of Document, » with indication, where appropriate, of the relevant passaaes ! Relevant to Claim No. ' 


X 


Science, vol. 227, 11 January 1985 \ 
j e Sodroski et ah s "Trans-acting 
transcriptional regulation of human 
T-cell leukemia virus type III long : 
terminal repeat", pages 171-173 
see the whole document 
particularly figure 1 


1-4 


X 


Science, vol. 234, 21 November 1986 

.CM. Wright et al.: "Expression and 
characterization of the transactivator 
of HTLV-III/LAV virus" pages 9 88-992 
see the whole document 


1-4 


A 


i EP, A, 0233764 (THE UNITED STATES OF 
! AMERICA) 26 August 1987 
see the whole document 


i 1-5,7-ia 


P,X 


. " Science, voL 239, 8 January 1988, 

B.K„ Felber et al.:"A quantitative 
bioassay for HIF-1 based on trans- 
activation" pages 184-187 


i 
I 

| 1-5,7-11 

i 


* Special categories of cited documents: " 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E M earlier document but published on or after the international 

filing date 

"U" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


"T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step 

"Y" document of particular relevance;' the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when tne 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 


IV. CERTIFICATION 






Date of the Actual Completion of the International Search 

20 January 1989 (20.01.89) 


Date of Mailing of this International Search Report 

10 February 1989 (10,02 ,89) 


International Searching Authority 

EUROPEAN PATENT OFFICE 


Signature ol Authorized Officer 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 1985) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. FR 8800514 

SA 24997 

This annex lists the patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 02/02/89 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information. 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


members) 


date 



EP-A- 0233764 26-08-87 



W0-A- 8705048 27-08-87 
AU-A- 7084487 09-09-87 
JP-T- 63502161 25-08-88 



C 

a For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Oomando intemationale N" PCT/FR 88/00514 



I. CtASSEMEMT DE U'INVENTtON (si plusieurs symboles de classification sont applicables. lea indiquer tous) 7 



Selon la classification Internationale deo brevetc (CIB) ou a la fcis oelon la elasoiflcation nationale et la CIB 

A C 12 N 15/00; C 12 N 7/ 00; C 12 N 5/00 

II. DOMAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTg , 



CIB 



Documentation mini male consul tee 0 



Systome de classification J 



Symboleo de etaooifieation 



CIB 



C 12 N; C 12 Q 



Documentation consulted autre quo ta documentation minimal© dans la mesure 
ou de tela documents font partie des domaines aur lecquels la recherche a porta 0 



III. DOCUMENTS CONSID£r£S COMME PERTINENTS *• 



Categorie • 



Identification deo documents cites," avec Indication, si necesoaire, 
deo passages pertinents 12 



N" doo rovendl cations 
vio6oo '» 



X 



Science, volume 227, 11 janvier 1985, 
J. Sodroski et al.: "Trans -acting 
transcriptional regulation of human 
T-cell leukemia virus type III long 
terminal repeat", pages 171-173 
voir 1* article en entier, 
particulierement figure 1 

Science, volume 234, 21 novembre 1986, 
CM. Wright et al.: "Expression and 
characterization of the trans- 
activator of HTLV-III/LAV virus" , 
pages 988-992 
voir l r article en entier 

EP, A, 0233764 (THE UNITED STATES OF 
AMERICA) 26 aout 1987 
voir le document en entier 

Science, volume 239, 8 janvier 1988, 

B.K« Felber et al.: "A quantitative 
bioassay for HIF-1 based on trans- j 



1-4 



1-4 



1-5,7-10 



1-5,7-11 



* Categories opeciales de documents cites: 11 

a A d document deftnissant I'etat ggneVal de la technique, non 
canaid6r6 comma particulierement pertinent 

a E » document ant6rieur, mais publie a la date do depot interna- 
tional ou apreo cette date 

oL» document pouvant jeter un doute sur uno revendication de 
priorite ou eit6 pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison opeciale (telle qu'indiquoe) 

<t O » document se referant a uno divulgation orale, & un uoago, a 
une exposition ou tous autren moyena 

a P » document publie avant la date de d6pdt international, maio 
posterleurement a la date de priorite revendiquee 



a T d document ulte>ieur public pooteriourementa la date do depdt 
International ou a la date de priorite ot n'apoartenant pas 
a I'etat de la technique pertinent, mais cite oour comprendre 
le principo ou la theorio constituent la base de t'invention 

«X» document particulierement pertinent: Plnvontion revendi- 
quee n© peut otro considered commo nouvelle ou comme 
impliquant uno activite inventivo 

« Y » document particuiidroment pertinent: Pinvention reven- 
diquee ne peut etro consider©© comme impliquant une 
activite inventive loroque lo document est associe h un ou 
plusieuro autres documents do memo nature, cette combi* 
naison etant evident© pour uno porsonno du metier. 

a 4 » document qui fait partio do la mdme famillo do brevets 



IV. CERTIFICATION 



Data a laquelie la recherche Internationale a ete effectivement 
achevee 

20 janvier 1989 

Adminiotration charge© do ia rechareho intemationale 

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 



Date d'expedltion du present rapport de rechorcho intemationale 




1 0. 02. 89 



ncttonriptfe autorioo 
I I 



^TOfeTO^AM DEB PUTTHVl 



Formulaire PCT/ISA/210 (deuxiomo fouille) (Jontrtc/ 168S) 



Domondo Intomationale N° pQj J p 88/00514 



(SUITE OSS REWSEIGM2C3EWT5 IRSIQUI&3 3UR LA 
in. s cucasMTS GONSiotgRgs e C3ME PERYIWEWYS BEUXII&2E FEU ILLS) 


Cattgorie ° 


Identification doo documents dtoo. qvcc Indication, oi nbeoooolfo, 
doo pooongoo portlncmo 


W° doo rovcndtaattono 
wfo6ao 




activation", pages 184-187 
voir 1' article en entier 





Formutairo PCT/IS A/210 (foulllG addltfonnollo) (Jomtor 1003) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO- FR 8800514 

SA 24997 

La presente annexe indique les membres de la famiUe de brevets relatifc aux documents brevets cites dans le rapport de 

recherche international vise ci-dessus. , , mimim 

Lesdits members sont contenus au fichier informatique de I'Office europeen des brevets a la i date du *>2/02/^ 

Les renseignements fournis sont donnes a titre indicatif et n'engagent pas la responsabilite de I'Office europeen des brevets. 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication. 



Membre<s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



EP-A- 0233764 



26-08-87 



W0-A- 


8705048 


27- 


-08- 


-87 


AU-A- 


7084487 


09- 


-09- 


-87 


JP-T- 


63502161 


25- 


■08- 


-88 



s 

a 
o 

u. 
O 

ft. 

bi 



Pour tout renseignement concernant cette annexe : voir Journal Officiel de I'Office europeen des brevets, No.12/82 



